NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana 15.06.2020. godine,

broj 9700/08, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod naslovom:

»EKkspresija protein arginin metil transferaze 1 (PRMT1) i njenih ko-efektora u tumorima
bubreznih ¢elija kod odraslih”
kandidata dr Jelene Filipovié¢, asistenta na Katedri za patologiju Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

Mentor doktorske disertacije je prof. dr Jasmina Markovi¢-Lipkovski, redovni profesor na

Katedri za patologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Svetislav Tati¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
2. Doc. dr Dusko Dunderovi¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

3. Prof. dr Ljubinka Jankovi¢-Veli¢kovi¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Nisu

Na osnovu analize priloZzene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije
Doktorska disertacija dr Jelene Filipovi¢ napisana je na ukupno 105 strana i podeljena je na
sledeca poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i literatura.
U disertaciji se nalaze ukupno 32 slike, 29 tabela i 4 grafikona. Zahvalnica, sazetak na srpskom i
engleskom jeziku, spisak skracenica kori$¢enih u tekstu i sadrzaj doktorske teze su prikazani na

pocetku, dok se biografija kandidata nalazi na njenom kraju.



Uvod je napisan na 37 strana i sadrzi 18 slika i 4 tabele. Podeljen je na Sest poglavlja, koja su
napisana jasno i koncizno. U prva cetiri poglavlja su opisane klinicke 1 histopatoloske
karakteristike tumora bubreznih ¢elija kod odraslih, osnovni principi njihove dijagnostike, dileme
u diferencijalnoj dijagnozi, kao i najznacajnije genetske i epigenetske promene koje se javljaju u
procesu njihove patogeneze. Peto poglavlje predstavlja kratak osvrt na strukturu i funkciju
porodice PRMT (engl. Protein arginine methyltransferase-1) proteina uz ilustraciju jednom
slikom. Sesto poglavlje je posveéeno PRMT1 proteinu. Opisana je struktura ovog proteina,
mehanizam njegovog dejstva, zatim uloga u razvoju razli¢itih tkiva i organa, odnosno tumora, kao
I prognosticki znacaj njegove ekspresije u razli¢itim tumorima. Jasno i sazeto Su opisane osnovne
karakteristike epitelno-mezenhimne transformacije (EMT), a potom je prikazan zna¢aj PRMT1
proteina u procesu EMT, sa posebnim osvrtom na interakciju sa regulatorima EMT: ZEB1 (engl,
Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1), RUNX1 (engl. Runt-related transcription factor 1),
TWIST1 (engl. Twist Family BHLH Transcription Factor 1), ilustrovanom sa pet slika.

Ciljevi istraZivanja, napisani na jednoj strani, su jasno definisani, pri ¢emu je izdvojeno
Sest glavnih ciljeva:
1. Ispitivanje ekspresije PRMTL1 i njenih ko-efektora ZEB1, RUNX1 i TWIST1 u razli¢itim
histoloskim tipovima tumora bubreznih ¢elija (RCC, engl. renal cell carcinoma): ccRCC (engl.
clear cell RCC, pRCC (engl. papillary RCC), chRCC (engl. chromophobe RCC), RO (renalnim
onkocitomima), CDC (engl. collecting duct carcinomas) i MLCRN-LMP (engl. multilocular cystic
renal neoplasm of low malignant potential). 2. Poredenje ekspresije PRMT1, ZEB1, RUNXI i
TWIST1 sa demografskim i epidemioloskim karakteristikama pacijenata - pol, starost i
prezivljavanje i prognostickim parametrima tumora bubrega - nuklearni gradus, stadijum tumorske
bolesti i1 dimenzije tumora. 3. Ispitivanje dijagnostickog 1 prognostickog znacaja
imunohistohemijske ekspresije PRMT1 i ZEB1 u ccRCC niskog nuklearnog gradusa (nuklearni
gradus I i Il po WHO/ISUP) i MLCRN-LMP, i izmedu chRCC, klasicnih RO i aRO (atipi¢nih
RO). 4. Korelacija ekspresije PRMT1, ZEB1, RUNX1 i TWISTI sa ekspresijom markera WNT/B3-
EMT signalnog puta: N-kadherinom, E-kaderinom i B-kateninom u razli¢itim tipovima tumora
bubreznih ¢elija. 5. Ispitivanje iRNA PRMTI1 ekspresije u najces¢im karcinomima bubreznih
¢elija: ccRCC, pRCC i chRCC i okolnom netumorskom bubreznom parenhimu, kao i poredenje sa
prognostickim parametrima tumora bubrega - nuklearni gradus, stadijum tumorske bolesti i
dimenzije tumora. 6. Analiza hromozomskih aberacija aRO FISH metodom i poredenje sa PRMT1

i ZEB1 imunohistohemijskom (IHH) ekspresijom.



Poglavlje Materijal i metode je napisano na 14 strana i sadrzi podatke o analiziranim
uzorcima tumora i karakteristikama pacijenata, patoloSkim evaluacionim kriterijumima, metodi
konstrukcije tkivnog mikroniza (TMN), primenjenim metodama IHH bojenja, gRT-PCR tehnike,
fluorescentne in situ hibridizacije (FISH), nac¢inima njihove analize i statistickoj obradi rezultata.
Analizirani su slu¢ajevi cCRCC, pRCC tip | i Il, chRCC, RO, CDC i MLCRN-LMP. Detaljno je
objasnjena tehnika konstrukcije tkivnog mikroniza, na ¢ijim presecima su radena IHH bojenja
slede¢im primarnim antitelima: PRMT1, ZEB1, RUNX1, TWIST1, N-kadherin i E-kadherin i B-
katenin. U ovom poglavlju je opisana i metodologija analize obojenih preseka za svako
primenjeno antitelo. Analizirani su obim, intenzitet i lokalizacija imunohistohemijske ekspresije.
U cilju potvrde dobijenih rezultata na TMN, koriS¢eni su i odgovaraju¢i konvencionalni, celi
preseci od po nekoliko slucajeva razli¢itih tipova tumora bubrega koris¢enih za TMN. Detaljno je
objasnjena izolacija iIRNK, gRT-PCR analiza relativhe iRNK PRMT1 ekspresije, kao i kohorte
TCGA (engl. The Cancer Genome Atlas) i GTEx (engl. Genotype-Tissue Expression), koje su
kori$¢ene za poredenje dobijenih rezultata. U ovom poglavlju je objasnjena i FISH metoda,
analiza prisustva aneuploidije na sluéajevima aRO, kao i poredenje sa imunohistohemijskom

ekspresijom PRMT1 i ZEB1. Ovo poglavlje je upotpunjeno sa pet tabela i jednom slikom.

Rezultati su u saglasnosti sa postavljenim ciljevima, sistemati¢no predstavljeni kroz
sedam poglavlja i 42 strane. Originalni rezultati ovog istrazivanja su prikazani kroz 19 tabela, 13

slika i Cetiri grafikona, uz potrebna objasnjenja u prateCem tekstu.

Diskusija je napisana jasno i pregledno na devet strana, uz prikaz podataka drugih

istrazivanja sa uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.
Zakljuéci odgovaraju postavljenim ciljevima i1 saZeto prikazuju najvaznije nalaze koji su
proistekli iz rezultata rada.

Koriséena literatura sadrzi spisak od 100 bibliografskih jedinica, koje su poredane po

redosledu po kome se citiraju u tekstu disertacije.

B) Kratak opis postignutih rezultata

U netumorskom parenhimu, PRMT1 ekspresija je bila uocena u parijetalnim ¢éelijama
Boumanove kapsule, ¢elijama mezangijuma, epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula i epitelnim

¢elijama sabirnih kanalica. Na TMN, PRMT1 ekspresija je bila prisutna u svim analiziranim
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patohistoloSkim tipovima, i u vecini slucajeva je bila heterogena. Ucestalija heterogena PRMT1
ckspresija je prime¢ena u ccRCC nizeg gradusa, nizeg stadijuma tumorske bolesti, dok je
homogeni gubitak PRMT1 ekspresije bio karakteristiCan za slu¢ajeve ccRCC visokog gradusa
visokog stadijuma i kod umrlih pacijenata. Pacijenti bez PRMTL1 ekspresije su imali loSije
prezivljavanje, u poredenju sa pacijentima sa PRMT1 ekspresijom. PRMTL1 je bio eksprimiran u
svim MLCRN-LMP, skoro svim RO i manjem broju chRCC. U kohorti celih preseka, skoro svi
slucajevi ccRCC niskog gradusa, MLCRN-LMP, RO i aRO su imali difuznu ekspresiju PRMT1,
jakog intenziteta. U istoj kohorti, skoro svi slu¢ajevi chRCC su fokalno eksprimirali PRMTL1.
ZEBI je bio eksprimiran u endotelnim ¢elijama kapilara glomerula i1 krvnih sudova bubreZznog
parenhima, uz odsustvo ekspresije u epitelnim ¢elijama tubula i sabirnih kanali¢a. lako je ZEB1
ekspresija na TMN bila uo¢ena u skoro svim analiziranim tipovima tumora, najveci broj slucajeva
je bio homogeno negativan, dok je heterogena ZEB1 imunopozitivnost bila prisutna u ccRCC i
RO. Veci broj umrlih pacijenata je imao homogeni gubitak ZEB1 IHH ekspresije. Takode,
analiza prezivljavanja je pokazala da je ZEBI nezavisni prognosticki parametar boljeg
prezivljavanja pacijenata sa ccRCC. Na konvencionalnim presecima, ZEB1 je bio homogeno
negativan u skoro svim chRCC, dok je ve¢ina RO i svi aRO difuzno eksprimirala ZEB1. RUNX1
se u veoma slabom intenzitetu eksprimirao u pojedina¢nim ¢elijama glomerula, proksimalnih,
distalnih tubula i sabirnih kanalica. RUNX1 ekspresija je u razli¢itoj ucestalosti UoCena u
analiziranim tipovima tumora, ali u svim slu¢ajevima MLCRN-LMP, bez udruzenosti sa klini¢ko-
patoloskim parametrima. TWIST1 je pokazao difuznu i jaku imunopozitivnost u celijama
glomerula, citoplazmi tubulskih epitelnih ¢elija i na membrani sabirnih kanalica. Citoplazmatska
ekspresija TWISTL1 jakog intenziteta primecena je u cCRCC visokog gradusa, sa sarkomatoidnom
komponentom. Najveéi broj sluajeva ccRCC sa odsustvom PRMTI1 ekspresije, imao je i
nedostatak ZEB1 ekspresije. Vecina ccRCC i svi MLCRN-LMP sa RUNX1 ekspresijom imali su
ko-ekspresiju sa PRMT1. Gubitak PRMT1 ekspresije u ¢ccRCC, bio je udruzen sa ucestalom
citoplazmatskom lokalizacijom TWIST1. Markeri EMT Wnt/B-katenin signalnog puta nisu bili
udruzeni sa PRMT1, ZEB1 ili TWIST1 ekspresijom. Nivo relativne iRNK PRMT]1 ekspresije u
tumorskom tkivu bio je nizi nego u tkivu okolnog parenhima bubrega. Najnizi nivo relativne
IRNA-PRMT1 ekspresije zabelezen je kod ccRCC, nesto visi nivo iRNA-PRMT1 je bio u pRCC,
a najvisi novo relativne ekspresije iRNA-PRMT1 primecen je kod chRCC. Znacajno snizenje
relativne iIRNA-PRMT1 ekspresije bilo je uoceno u uzorcima ccRCC visokog gradusa i

stadijuma. Metodom FISH analize dokazana je poliploidija svakog hromozoma u slucajevima
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aRO. Svi slucajevi aRO su difuzno eksprimirali PRMTI1 1 ZEB1, bez obzira na rezultate FISH

analize.

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

U doktorskoj disertaciji je detaljno ispitana ekspresija PRMT1 epigenetskog regulatora u
razli¢itim strukturama zdravog bubreznog parenhima. Po prvi put je PRMT1 ekspresija
analizirana u sedam razli¢itih tipova tumora bubreznih cCelija u adultnoj populaciji. Prema
podacima iz literature, PRMTI1 ekspresija je uofena u mnogim tkivima: bubregu, kozi,
duodenumu, pankreasu, plu¢ima, dojci, placenti, testisu, prostati (Vezzalini M. 2010). Ista studija
je pokazala ekspresiju PRMT1 u epitelnim ¢elijama renalnih tubula, ali bez ekspresije PRMT1 u
glomerulima ili sabirnim kanali¢ima (Vezzalini M. 2010). PRMT1 se eksprimira i u karcinomima
plu¢a, mokraéne beSike, debelog creva, dojke, u akutnoj limfoblastnoj leukemiji, gliomima i
uglavnom je predstavljen kao negativan prognosticki faktor (Wang S., 2012, Zou L., 2012,
Avasarala S., 2015, Gao Y., 2016, Papadokostopoulou A. 2009., Yoshimatsu M. 2011). Medutim,
pacijenti sa karcinomom Zeluca i ekspresijom PRMT1 su imali znacajno bolje prezivljavanje od
pacijenata bez PRMTL1 ekspresije, §to je u saglasnosti sa naSim rezultatima (Altan B. 2016).
PRMT1 ekspresija u svim MLCRN-LMP i veéini niskogradusnih ccRCC je takode u saglasnosti
sa podacima iz literature da ccRCC i MLCRN-LMP eksprimiraju zajednicke IHH markere i imaju
povoljniju progozu za pacijenta (Moch H. 2016). Difuzna ekspresija PRMT1 i ZEB1 jakog
intenziteta u skoro svim RO mozZe biti od prakti¢nog znacaja, buduéi da jos uvek ne postoji IHH
marker koji bi sa sigurnoscu sluzio u njihovoj diferencijalnoj dijagnozi (Alamara C., 2008, Ng
KL., 2014). U literaturi je do sada opisana heterogena ekspresija u visim gradusima ili potpuni
gubitak ZEB1 ekspresije u ccRCC niskog gradusa (Guarch R. 2018, Zaldumbde L. 2015).
Homogeni gubitak ZEBI1 ekspresije kod veé¢ine umrlih pacijenata u ovoj disertaciji bi mogao
ukazivati da ZEB1 na razli¢ite nacine ucestvuje u tumor specifiénim mehanizmima nastanka i
progresije tumora bubreznih ¢elija, koji su za sada jo$ uvek nedovoljno prouceni. U literaturi je
takode pokazana udruzenost povecane ekspresije IRNK RUNX1 u ccRCC sa muskim polom,
visokim nuklearnim gradusom, klini¢kim stadijumom, kao i lo$ijim prezivljavanjem (Fu Y. 2019).
U ovoj disertaciji je analizirana IHH RUNX1 ekspresija, te razlika u rezultatima moze biti
posledica razlike u metodologiji. Citoplazmatska ekspresija TWIST1 u ccRCC visokog gradusa,
sa sarkomatoidnom komponentom je u saglasnosti sa ve¢ objavljenim podacima da je njegova

citoplazmatska lokalizacija u ¢elijama ccRCC udruzena sa visokim gradusom, agresivnim
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tumorskim ponasanjem i loSom prognozom (Rasti A. 2018). Najnizi nivo relativne iRNA-
PRMTT1 ekspresije zabelezen u cCRCC u odnosu na pRCC i chRCC je u saglasnosti sa podacima
iz literature da je ccRCC, u poredenju sa pRCC i chRCC, agresivniji tip tumora, sa loSijom
prognozom (Moch H. 2016). Znacajno snizenje relativne iRNA-PRMT1 ekspresije u ccRCC
visokog gradusa i stadijuma je u skladu sa rezultatima IHH analize. Pokazana poliploidija svakog
hromozoma u zonama sa ¢elijskom atipijom na slu¢ajevima aRO moze biti posledica ¢elijskog
stresa tokom nastanka tumora, njenog reprogramiranja i prilagodjavanja, te odrzavanja benigne

prirode RO, sto je u saglasnosti sa podacima iz literature (Q@vrebe JI. 2018).

D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Filipovi¢ J, Bosi¢ M, Cirovié S, Zivoti¢ M, Dunderovi¢ D, Pordevié¢ D, Zivkovié-Perisié P,
Lipkovski A, Markovi¢-Lipkovski J. PRMT1 expression in renal cell tumors- application in
differential diagnosis and prognostic relevance. Diagn Pathol. 2019;14(1):120. [M22, IF 2.528]

E) Zakljucak (obrazloZenje nauc¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija dr Jelene Filipovi¢ se odnosi na ispitivanje ekspresije PRMT1 epigenetskog
regulatora i njenih ko-efektora ZEB1, RUNX1 i TWIST1 u sedam razli¢itih tipova tumora
bubreznih ¢elija kod odraslih. U disertaciji su koriS¢eni uzorci TMN, dok je potvrdna analiza
obuhvatila analizu celih preseka odredenih grupa slucajeva. Analiza je obuhvatila metode
imunohistohemije, gRT-PCR i FISH.

Istrazivanjem je pre svega pokazana ekspresija PRMTI1 u razli¢itim strukturama bubreznog
parenhima i razli¢itim tipovima tumora bubreznih ¢elija kod odraslih. U ccRCC visokog gradusa i
stadijuma ekspresija PRMTL1 je bila heterogena, dok je homogeni gubitak PRMT1 ekspresije
uocen U cCRCC visokog gradusa, visokog stadijuma i kod umrlih pacijenata. Pokazano je da su
pacijenti bez PRMTL1 i ZEB1 ekspresije imali losije prezivljavanje, a da je ZEB1 bio i nezavisan
faktor prezivljavanja. Takode, difuzna ekspresija PRMT1 i ZEBI jakog intenziteta mogla bi biti
od prakti¢nog znacaja u dijagnostici RO. Komisija zakljuCuje da je istrazivanje sprovedeno u
skladu sa najviSim metodoloskim standardima, uz integrisan klini¢ko-patoloski pristup problemu.
Disertacija je napisana jasno, rezultati detaljno izneti, ciljevi i zakljucci jasno definisani, uz

relevantan literaturni pregled.
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Na osnovu navedenog, Komisija smatra da doktorska disertacija predstavlja originalni nau¢ni
doprinos i predlaze Nau¢nom veéu da prihvati prilozenu disertaciju dr Jelene Filipovi¢ pod
naslovom ,,Ekspresija protein arginin metil transferaze 1 (PRMT1) i njenih ko-efektora u

tumorima bubreZnih éelija kod odraslih”, i odobri njenu javnu odbranu.

Mentor Clanovi Komisije:
Prof. dr Jasmina Markovié¢-Lipkovski, Prof. dr Svetislav Tati¢, redovni profesor,
redovni profesor predsednik komisije

Doc. dr Dusko Dunderovi¢, docent

Prof. dr Ljubinka Jankovié-Velickovié,
redovni profesor



